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Direkte Beobachtung molekalarer Veranderungen in biologische n Testsvstemeii mittels 
Messnngen der Flnoreszenz-Lebensdauer 

Bei der Erfmdung handelt es sich um eine Mefhode zum direkten Nachweis der VerSnderung eines 
MolekUls, das einen Fluoreszenz-Farbstoff tragt, mittels Messung der Fluoreszenz-Lebenszeit 

EinfUhrung in FluoreszenzSpektroskopie 

Alle Vorgange, die beim Obergang eines angeregten Molekuls in dessen energetischen Grimd- 
zustand mit einer Emission von Strahlung einhergehen, werden als Lmnineszenz bezeichnet nnd 
allgemein in Fluoreszenz und Phosphoreszenz unterteilt. Daneben kann die Anregungsenergie 
durch verschiedene nichtstrahlende Prozesse abgegeben werden. 

Fluoreszenz tritt beim Obergang vom niedrigsten Schwingungsniveau des angeregten Singulett- 
zustandes Si in ein Schwingungsniveau des Singulettgrundzustandes So auf. Die tJber^gsrate kf 
liegt im Bereich von 10^ bis lO" s"\ Die Fluoreszenzanregung erfolgt bei einer geringeren Wellen- 
lange, als die Fluoreszenzemission, da zwischen Aufiaahme und Abgabe der Strahlungsenergie 
Energie durch strahlungslose Prozesse verloren geht 

Die Fluoreszenz-Lebensdauer (FLT) ist ein MaB fur die Zeit, die ein MolekQl im Mittel fan 
angeregten Zustand verweilt, ehe die Fluoreszenz-Emission erfolgt. Die Strahlungslebensdauer Xf 
entspricht dw inversen Fluoreszenz-Obergangsrate 1^. Im Gegensatz zu dieser Strahlimgs- 
lebensdauer angeregter MolekQle mtissen fUr eine Betrachtung der tats^chlichen - messbaren - FLT 
X der angeregten Molekoie die strahlungslosen Prozesse mit einbezogen werden: r = A^+jt^i&^+jfcj^ > 

mit kic = Rate fur Obergange zwischen Schwingungszustanden, i^sc = Rate flir tFbergMnge m 
Triplett-Zustande, kq = Quench-Rate. Daraus wird u.a. ersichtlich, dass ein Fluoreszenz-Quencher 
die FLT emiedrigt. Eine ahnliche Wirkung entfalten sogenannte Akzeptor-Farbstoffe, die die 
Anregungsenergie des Donor-Farbstoffes strahlungslos in einem Resonanz-Phanomen aufeehmen 
und die aufgenommene Energie entweder strahlungslos oder als Fluoreszenz abgeben. Dadurch 
wird die FLT des Donor-Farbstoffes ebenfalls emiedrigt, 

Methoden zur Messung der Fluoreszenzlebensdauer (FLT) 

Zwei grundsStzlich unterschiedliche Metiioden werden zur Messimg der FLT angewandt: Messun- 
gen in der Zeit-DomBne (TD) und Messnngen in der Frequenz?Don[igne (ED). 

In der TD-FLT wird die Probe mit einem kurzen Lichtpuls angeregt und die Fluoreszenzabkling- 
kurve gemessen. Grundsatzlich kann man entweder fur jeden Blitz die komplette Abklingkurve 
aufiiehmen. Dazu ist aber ein hochzeitauflosender Transientenrekorder notig mit einer Bandbreite 
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im Giga-Hertz-Bereich. In den meisten Fallen wird aber die sogenannte „Time correlated single 
photon coimting"(TCSPC>Methode angewandt. TCSPC ist eine digitale Technik, die Photonen 
zahlt, die zeitlich mit dem Anregungspuls korrelieren. Bei diesem Verfahren beginnt das 
Experiment mit einem Anregungspvds, der die Probe anregt und eine sehr schnelle Uhr startet. 
Sobald das erste emittierte Fluoreszenz-Photon am Detektor ankommt, stoppt die Uhr und die Zeit 
wird abgespeichert. Dieser Vorgang wiederholt sich vielfach. Da der Prozess der Fluoreszenz- 
emission ein statistischer Vorgang ist, erhalt man unterschiedliche Zeiten. Tragt man die Haufig- 
keit dieser Messzeiten gegen die Messzeit auf, so erhalt man eine Fluoreszenz-Abklingkurve, 
deren Zeitkonstante die FLT ist (s. Fig. 1). 

Die Alternative zu FLT-Messungen in der Zeitdomane sind Messungen in der Frequenz-Domane, 
die auch phasenmoduliert genannt werden. Die Probe wird mit einem kontinuierlichen Laser 
angeregt, dessen Lichtintensitat mit einer Sinuskurve moduliert wird. ttblicherweise werden 
Frequenzen in der GroBenordnung der FluoreszenzUbergangsraten verwendet Wenn ein Fluores- 
zenzfarbstoff derart angeregt wird, so wird die Emission gezwungen, dieser Modulation zu folgen. 
Je nach FLT wird die Emission relativ zur Anregung verzogert. Diese Verzogerung wird als 
Phasenverschiebung gemessen, aus der die FLT berechnet werden kann. AuBerdem nimmt die 
maximale Differenz zwischen dem Maximum und Minimum des modulierten Emissionssignals mit 
zunehmender FLT ab, so dass die FLT auch daraus berechnet werden kann. 

Fluoreszente Messmethoden f&r die DeieMon biologischer Testsysteme 

FQr die Detektion biochemischer Testsysteme mter dem Aspekt des hohen Durchsatzes und hoher 
Stabilitat haben sich u.a. folgende Mefhoden bewahrt: 

Die Messimg der Fluoreszenzintensitat kaim z.B. dazu verwendet werden, um die Fluoreszenz- 
zunahme einer Protease-Reaktion mit einem fluorogenen Peptid-Substrat, von dem fluoreszentes 
Aminocoumarin (AMC) abgespalten wird, zu messen. In der Kegel werden groBe Signale 
gemessen, aber die Autofluoreszenz von Screening-Substanzen kSnnte storen. AuBerdem ist das 
Fluoreszenzintensitatssignal anfallig fur den sogenannten „inner Filter Effekf wenn sich in der 
JLosung eine absorbierende Substanz befindet. Dynamische Fluoreszenzloschung durch Molekiil- 
KollisioiLwie auch Lichtstreuung in trttben Losungen kann ebenso storen wie das Ausbleichen des 
Fluoreszenzfarbstoffes oder Volumen-ZMeniscus-Effekte. AuBerdem ist das Fluoreszenzsignal 
abhangig von der Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffes und von der Temperatur. All diese 
St5rquellen-werfen far die Stabilitat solcher Assays und f!ir deren Einsatz als Screeningmethode 
Fjagen-aufLAndererseits sind derartige A-ssays sehr leicht bei sehr kurzen Messzeiten durchfiihrbar 
und haben sich deshalb zu einem Standard im HTS entwickelt. 
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Wird ein kleines fluoreszentes Molekul z.B. diirch einen wesentlich grolieres MolekUl (z.B. ein 
Protein) gebunden, so kann die verlangsamte Rotationsdiffusion des entstandenen groBen Molekul- 
komplexes durch die Messimg der stationaren Fluoreszenzpolarisation gemessen werden. Auch 
diese Methode hat sich inzwischen zu einem Standard fur Bindungsreaktionen im HTS entwickelt. 
St5reinflusse durch den „inner Filter Effekt", durch Lichtstreuung, Konzentration und Temperatur 
machen sich nicht bemerkbar. Allerdings wird die Fluoreszenzpolarisation auch durch echtes 
KoUisions-Quenching, Autofluoreszenz, Volumen und Meniskus der Losung beeinflusst. 

Eine weitere Methode fur Bmdungsereignisse nutzt den Fluoreszenzresonanzenergie-Transfer 
(FRET) zwischen einem Donor- und Akzeptorfarbstoflf, bei denen das Enrissionsspektrum des 
Donor-Farbstoffes mit dem Anregungsspektrum des Akzeptorfarbstoffes tiberlappt, aus. In der 
betreffenden Bindungsreaktion muss ein Partner den Donor-FarbstoflF und der andere Partner den 
Akzeptor-Farbstoff tragen. Nur bei Bindung kommt es durch die rfiumUche Nahe zum FRET. Bei 
der Messung des FRET's storen „imier Filter Eflfekf % Quencher und Autofluoreszente Substanzen. 
Lichtstreuung, Photobleaching, Volumen- u. Meniskuseffekte wie auch Konzentration und Tem- 
peratur storen dagegen nicht. Daher sind sowohl Fluoreszenzpolarisation als auch FRET im Ver- 
gleich zur Fluoreszenzintensitat relativ robuste Methoden zur Messung der Interaktion von 
MolekUlen. 

Tm Ver^eich zu den genannten Fluoreszenzmefhoden ist die Fluoreszenz-Lebenszeit (FLT) er- 
heblich robuster. Sie wird nur in einigen FSllen von stark autofluoreszenten Substanzen mit 
vergleichbarer FLT gestSrt. Aber weder „inner Filter Efifekf noch Kollisions-Quencher; 
Photobleaching, Volumeneffekte oder Konzentration beeinflussen die FLT. Diese Eigenschaftei 
pradestmieren diese robuste Metiiode flir den Einsatz im Screening. Auf der anderen Seite smd fur 
FLT noch keine Screening-Assays etabliert, was bisher hauptsSchlich durch den geringen Durch- 
satz und hohe Kosten fiir die Instrumentierung begrOndet ist. Modeme Entwicklungen von 
leistungsstarken und stabilen Lasem sowie Detektionssystemen ermoglichen neuerdings den 
Einstieg in FLT-Messungen auf Mikrotiterplatten xmd somit ins Substanz-Screening. So hat die 
Firma Tecan mit dem Ultra Evolution Ende 2002 erstmals ein kommerzielles GerSt zur Auslesung 
von Mikrotiterplatten auf den Markt gebracht 

Bekmnte FLT-Applikationen: 

Die Messung der FLT wurde auf verschiedenste biologische Fragestellungen angewendet. Dabei 
wurden entweder fluoreszente Sondenmolekule eingesetzt, die bei Bindung von Kationen wie z.B. 
Ca^ (Scbouiteten L., Denjean P., Joliff-Botrel a, Bernard C, Pansu D„ Pansu R,B,, Photockem. 
PhotobioL 70, 701-709 (1999)), M^^(Szmacinski H., LakowiczXR, J.Fluoresc. 6, 83-95 (1996)), 
itiLin HJ., SzamacinsH, Anal Biochem. 269, 162-167 (1999)), ^Q^(Lakowicz J.R, SzamacinsJd 
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H., NowaczykK., Lederer WJ., Kirby M.S., Johnson MX., Cell Calcium 15, 7-27 (1994)), 
(Szmacinski H., Lakowicz J.R in „ Topics in Fluorescence Spectroscopy " Vol IV, (Lakowicz, J.R., 
Ed.), 295-334 (1994)) oder Anionen wie z.B. CV (A.S.Verhnan, Am.J.Physiol 253, C375'C388 
(1990)) ihre Fluoreszenzeigenschaften und insbesondere die Fluoreszenz-Lebenszeiten verandem. 

5 Oder die Anderung der Fluoreszenzlebenszeit wird erreicht durch eine Bindungsreaktion mit 
einem Molekul, das entweder durch Resonanz-Energietransfer (Quench oder FRET) zu einer 
kleineren FLT fur den Donor-Farbstoff fuhrt, oder in seltenen Fallen eine grOliere FLT bedingt. 
Mit Hilfe der Bindung eines CyS-marlderten Anti-Phosphotyrosin-Antikorpers wurde z.B. die 
Aktivitat einer Rezeptor Tyrosin-Kinase gemessen (F.S. Wouters, P.LH. Bastiaens, Current 

10 Biology 9, 1127-1130, 1999), 

Es wird bisher keine Anwendung eines biologischen Testsystems beschrieben, wo die Anderung 
der FLT zur Messung der Modifikation eines MolekQls verwendet wird, ohne das eine 
Bindungsreaktion involviert ist. Auf der anderen Seite wSre ein Assay, bei dem die Veranderung 
eines Molekules, z.B. eines Substrates durch ein Enzym, direkt gemessen wird, von groBem 
15 Vorteil. Denn der Substratumsatz eines Substrates kSnnte direkt gemessen werden, ohne dass erne 
Enzym-Kaskade oder Bindungsreaktion benotigt wird, die den primSren Substratumsatz indirekt 
sichtbar macht Der Vorteil fiir ein Substanzscreening liegt darin, dass die getesteten Substanzen 
nicht mehr mit den Nachweisreaktionen interferieren konnen. Damit lieBen sich vorgetSuschte Hits 
Oder Substanzen, die aufgrund der Interferenzen nicht bewertet werden konnen, vermeiden. 

20 Screening-Assay-'Fonnaie fUr Kinasen/Phosphatasen 

Protein-05e-)Phosphorylierung ist ein allgemeiner regulatorischer Mechanismus, mit dem Zellen 
selektiv Proteine modifizieren, die regulatorische Signale von aulJen in den Zellkem vermittehi. 
Die Proteine, die diese biochemischen Modifikationen ausfuhren gehoren zur Gruppe der Kinasen 
bzw. Phosphatasen. Phosphodiesterasen hydrolysieren den sekundaren, Botenstoff cAMP bzw. 
25 cGMP und nehmen auf diese Weise ebenfalls Einfluss auf zellulare Signaltransduktionswege. 
Daher-dienen dfese Enzyme als hochinteressante Ziehnolekule der Pharma-^ und Pflanzenschutz- 
forschung. 

JEmulas Screening von Kinasen haben sich verschiedene Formate etabliert, denen gemeinsam ist, 
dass die Phosphorylierungsreaktion (abgesehen von radioaktiven Methoden) immer indirekt ge- 
30 messen wird. Daher smd diese Verfahren grundsatzlich storanfallig durch Substanzen, die mit der 
-nachgeschaltetOT Enzymkaskade oder Bindungsreaktion interferieren. Einige Methoden sind sogar 
—nuT-aufl^acQsin-Kinasen begrenzt. 
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Traditionelle Methoden zur Messung des Phosphoiylierungszustandes zellularer Proteine basieren 
auf den Einbau von radioaktivem '^P-orthophosphate. Die ^^-phosphorylierten Proteine werden 
auf einem Gel getrennt und anschlieBend mit einem Phospho-Imager sichtbar gemacht. Altemativ 
konnen phosphorylierte Tyrosinreste durch Bindung von radioaktiv markierten anti-Phospho- 
5 tyrosin-Antikorpem gebunden und durch Immunoassays z.B. Immunoprezipitation oder Blotting, 
nachgewiesen werden. Da diese Methoden radioaktive Isotopen nachweisen miissen, sind sie 
zeitaufwendig und auch aufgrund der Sicherheitsaspekte im Umgang mit radioaktiven Substanzen 
nicht fOr die Hochdurchsatz-Wkkstofffindung (uHTS, ultra high throughput screening) geeignet 

Neuere Methoden ersetzen die radioakdven Immunoassays durch EUSAs (enzyme-linked 
10 immunosorbent assay). Diese Methoden verwenden aufgereinigte Substratproteine oder synthe- 
tische Peptidsubstrate, die auf einer Substratoberflache immobilisiert sind. Nach Einwirkung einer 
Kinase wkd das AusmaJJ der Phosphorylierung dadurch quantifiziert, indem anti-Phosphotyrosin- 
Antikorper, die mit einem Verstarkerenzym wie zB. Peroxidasen gekoppelt sind, an die phos- 
phorylierten immobilisierten Substrate binden. 

15 Epps. et al. (US 6203994) beschreiben einen Fluoreszenz-basierten HTS-Assay fOr Protein 
Kinasen und Phosphatasen, der fluoreszenzmarkierte phosphorylierte ReportennolekOle und Anti- 
koiper, die spezifisch die phosphorylierten ReportennolekOle binden, verwendet. Die Bindung 
wird mittels Fluoreszenzpolarisation, Fluoreszenzquench oder Fluoreszenz Correlations Spekbros- 
kopie (PCS) gemessen. Dieses Verfahren hat den intrinsischen Nachteil, 4ass es nur gute 
20 generische AntikSrper (z.B. clone PT66, PY20, Sigma) fOr Phosphotyrosin-Substrate gibt Es 
werden nur wenige Beispiele von geeigneten anti-Phosphoserin- bzw. anti-Threonm-Antikorpem 
berichtet (zJB. Bader B. et al., Journal of Biomolecular Screening, 6, 255 (2001), Panvera-Kit No. 
P2886). Diese AntikOiper haben aber die Eigenschaft, nicht nur Phosphoserin, sondem auch die 
benachbarten Aminosfiuren als Epitop zu erkennen. Es ist aber bekannt, dass Kinasen sehr 
25 substratspezifisch arbeiten und sich die Substratsequenzen stark unterscheiden kSnnen. Daher sind 
anti-Phosphoserin-AntikSrper nicht als generische Reagenzien ehosetzbar. 

Die Firma Perkin Ehner (Wallac) bietet fttr Tyrosin-Kinasen einen Assay an, der auf zeit- 
aufgelOster Fhioreszenz und ein^ Energietran&fer V€Mi Europium-Cabelatoi auf Allophycocyanin 
beruht (s.auch EP929810). Auch hier ist das Verfiahren durch die Verwendung von AntikSrpem im 
30 wesentlich auf Tyrosin-Kinasen beschrSnkL 

Die Firma Molecular Devices bietet seit kurzem Nanopartikel mit gdadenm Metall-Kationen auf 
der Oberflache als generisches Bindungsreagenz an, dass^ur^Rrosphorylierungsr^^onen sowohl 
an Tyrosin, als auch an Serin und Threonin geeignet ist. Die Bindungsreaktion wird aber im stark 
sauren pH von ca. 5 und bei hoher lonenstSrke durchgefuhrt. Daher ist fur die Bindung der 
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Nanopartikel ein starker VerdOnnungsschritt der Reaktion in den Ziel-Puffer notwendig, was bei 
Assay-Gesamtvolumina von lOyil im 1536-Fonnat im uHTS problematisch ist Die Messung der 
Bindung geschieht auch hier mittels Fluoreszenzpolarisation. 

Fluoreszenzpolarisation ist als Messmefhode relativ aufwendig und erlaubt derzeit noch teine 
5 parallele Messxmg einer Mikrotiterplatte (MTP). Daher wfiren die Messzeiten ftr eine 1536-MTP 
sehr hoch und die parallele Messung von Enzymkinetiken nicht mQglich. AiiBerdem ist die 
Fluoreszenzpolarisation als Mefliode auf sehr kleine.fluoreszente Substrate beschrankL 

Des weiteren kami die Kinase-Aktivitat durch den Verbrauch von ATP mittels Firefly-Luciferase 
bzw. durch die Bildung von ADP mittels nachgeschalteter Enzymkaskade gemessen werden. Diese 
10 Assay-Formate haben den Nachteil, dass sie aufgrund dear indirekten Messmefhode nicht nur 
starker streuende Messwerte erzeugen, sondem auch Probleme mit Substanzen haben, die die 
Kaskaden-Eozyme hemmen. 

KOnnte man die Phosphorylierung/OephosphoryUerung direkt durch Detektion der FLT messen, 
wMre die Messung direkter und damit weniger behaftet mit systematischen oder zufSUigen Fehlem. 
15 AuBerdem ware die Limitienmg einiger Assay-Formate auf Tyrosin-Kinasen bzw. Phosphatasen 
beseitigt, da kein spezifischer Antik&rper mehr benOtigt wiirde. 

Bestehende Assay-Probleme: 

Ftir Proteasen, bei denen C-terminale Amiriosauren abgespalten werden, kSnnen in sehr vielen 
Fallen fluorogene Substrate mit C-terminalen Farbstoffen wie zB. Aminocoumarin verwendet 
20 werden. Endoproteasen, die inmitten von P^d-Sequenzen schneiden, kSnnen meist gut in FRET- 
Assays gemessen werden, wobei sich die Donor (z3. EDANS)- und Akzeptor-Farbstoffe (z.B. 
Dabcyl) an den Enden des Substrates befinden. Durch die Substrat-Spaltung nimmt die 
Fluoreszenzintensitat zu, weU der Akzeptor-Farbstoff den Donor-Farbstoff nicht mehr quenchen 
kann. Es gibt aber auch Proteasen, fUr die keine fluoro^nen Substrate konstruiert werden k5nnen. 
25 In solchai Fallen muss die Enzymreaktion entweder mittels aufwendiger chemischer Analytik 
(Z.B. HPLC/MS, GC/MS) odcc durch chemische Reaktion oder Enzymkaskaden indirekt gemessen 
werden. Dadurch milssen alle Nachteile hinsidhitlich der Stabilitat des Ass^ und unspezifischa: 
Reaklionen von Scieening-Substanzen mit der Naohweisreaktion m Kauf genommen werden. Die 
au^endigp Analytik ist nicht fur das Hochdurchsatz-Screening geeignet. Enzyme, deren Reak- 
30 tionen - im erforderiichen Dnrdisatz - mcM direkt gemessen werden-kSmen, umfassen- solche,-die 
z-B._folgende Modifitotionen an Substraten vomehmen: Phosphoiyliming/Dq)hosphorylierung, 
Sulfatierung/Desulfetierung, Metibyliaiing/DemetlQrUerung, Oxidationen/Reduktionen, AcetyUe- 
rung/Deacetylienmg, Anridierung/Deamidierung, Cyclisienmg^Ringspaltung, Konformationsande- 
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nmgen, Abspaltung von Aminosauren/Peptiden/Ankopplimg von Aminosauren/Peptiden, Ringauf- 
weitung/TRingverldeinerung, Umlagerungai, Substitutionen, Eliminierungea, Additionsreaktionen 
etc. 

BeschreUtung der Erfindung: 

Die Fluoreszenzlebenszeit (FLT) Sndert sich prinzipiell, wenn sich die chemische Umgebung 
andert. AUerdings sind derartige FLT-Andeningen bisher noch nicht generell vorhersagbar, 
insbesondere, wenn es sich urn nur kleine molekulare Ve^denmgen handelt Daher beinhalteten 
bisher alle publizierten FLT-Assays immer cine Bindungsreaktion entweder mit einem Sensor- 
molekQl oder mit einem quenchenden PartnennolekOi. 

10 Bel vinseren Versuchen hat sich ftberraschend gezeigt, dass bereits Peptide, die sich nur durch eine 
PhosphoryUerung unterscheiden, eine deutliche FLT-Differenz aufweisen. Weitergehende 
Experimente haben gezeigt, dass diese Aussage auf ein weiteres Peptid erweitert werden konnte. 
Um hierfur akzeptable FLT-Differenzen zwischen dem phosphoryUerten und nichtphosphorylier- 
ten Peptid zu erhalten, mussten zuvor diverse Bedingungen getestet werden. Aus dem Experiment 
15 wurde abet auch Mar, dass FLT-Differenzen durch Anderung von Parametem optimiert werden 
kSnnen. Basierend auf diesen Experimenten sollte es moglich sein, FLT-Messungen auf alle 
Kinase- und Phosphatase-Reaktionen auszudehnen. Daruber hinaus soUten sich auch andere 
Reaktionen erschUeUen lassen, die mit bisherigen Methoden im Hinblick auf HTS-TaugUchkeit 
nicht oder nur sehr indirekt messen lassen. Generell sollte gelten: 

20 Andert sich z.B. der Phosphorylierungszustand eines Eduktes bei Umwandlung in sein Produkt, so 
sollte ein geeignet angekoppelter Farbstoff diese molekulare Modifikation durch Andrarung der 
FLT anzeigen. Solch eine Methode hat das Potenzial, generisch auf Tyrosin- wie auch SerinV 
Thieonin-Kinasen sowie Phosphatasen anwendbar zu sein. Ebenso sollte das Prinzip auf andere 
Modifikationsreaktionen anwendbar sein wie z.B. Sulfatierung/Desulfetierung, MethyUerung/De- 
25 methylierung, Oxidationen/Reduktionen, Acetylierung/Deacetylierung, Amidierung/Deamidie- 
rung, CycUsierung/Ringspaltung, Konformationsanderungen, Abspaltung von AminosMuren/Pep- 
tiden/Ankopplung von Aminosauren/Peptiden, Rmgaufweitung/Ringverkleinerung, Umlagerungen, 
Substitutionen, Eliminierungen, Additionsreaktionen etc. FLT-Messungen sind aktuell sehr schnell 
mSglich (Z.T. 50 ms oder weniger pro well), so dass die Methode fiir das Hochdurchsatzsoreening 
30 geeignet ist. Besonders vorteilhaft ist fur HTS-Anwendungen die groBe Robustheit gegenUber 
StSreinfltissrai wie z.B. Inner Filter Effect, Autofluoreszenz, Lichtstreuung, Photobleaching, 
VolLunen-/Meniscus-Effekten, Konzentration des fluoreszenten Substrates. 
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Aus der Anwendung ergibt sich, dass nur 2 Koir^onenten, Substrat und Enzym, gemischt werden 
mttssen, urn die Reaktion zu starten und zu messen. Konventionelle Assayverfahren benOtigen in 
der Regel die Zugabe weiterer Reagenzien, wie z.B. Kaskadenen2yme, damit die Reaktion 
messtechnisch erfasst werden kann. Mit jedem Pipettierschritt wird ein Pipettierfehler und dannt 
5 ein zusStzliche Fehler fiir das Messresultat verursacht, was man auch Fehlerfortpflanzung nennt. 
Diese for^pflanzten Fehler fiihren zu einer erhShten Varianz der Messresultate. 

Werden dann, wie beim Substanz-Screening sehr Heine Volumina pipettiert, so sind die Fehler 
jedes einzelnen dieser Schritte nicht mehr zu vemachlSssigen. Deshalb ergibt fOr alle Testsysteme, 
in denen kleine Volumina pipettiert werden mfissen und insbesondere fUr das Subanzscreening, die 
10 Notwendigkeit, die Anzahl der Fehlerquellen und damit auch der Pipettierschritte zu reduzieren. 

Daraus ergibt sich, dass diese Brfindung einfechere, robustere und genauere Messresultate als 
herkdmmliche Ass^-Verfehren ermdglicht Diese Vorteile kommen besonders beim Substanz- 
Screening zum tragen. 

Die erfindungsgemafie homogene Assay-Methode bzw. das erfindungsgemSBe Verfahren zur 
15 diiekten quantitativen Messung von MolekUl-Modifikationen ist dadurch gekemizeichnet, dass das 
MolekOl einen Fluoreszenz-Farbstoff trSgt und dass die Fluoreszenz-Lebensdauer des MolekUls 
sich von der Fluareszetts-Lebensdauer des modifizierten Molekttls unterscheidet. Dabei kann die 
Fluoreszen2>-Leb«isdauer des modifizierten Molekiils grSBer sein als die des nicht modifizierten 
Molekiils. Die Brfindung umfesst aber auch eine erfindungsgemSBe Assay-Methode, bei der die 
20 Fluoreszens-Lebensdauer des modifizierten Molekiils geringer ist als die des nicht modifizierten 
Molekiils. 

Bei dem MolekUl kann es sich z.B. um ein organisches, insbesondere um ein Peptid oder Peptido- 
Mimetikum, oder anorganbches Molekul handehi. Der Fluoreszenzfarbstoff kann z.B, em 
Coumarin-, ein Fluorescein-, ein Rhodamin-, ein Oxazin- oder ein Cyanin-Farbstoff sein kann. Der 
25 verwendete Fluoreszenz-Farbstoff kann kovalent oder nicht-kovalent an das MolektU angekoppelt 
ist. Zwisehen dem Fluoreszenz-Farbstoff und dem Molekal kann sich ein Spacer-MolekUl 
befiiidBn. BestandteU der Brfindung ist ebenfalls die Verwendung der erfindungsgemSBen Assay- 
MefliodeJjzw. des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Quantifizierung biochemischer Assays. Die 
erfindungsgemafie Assay-Methode bzw. das erfindungsgemafie Verfahren kann zur Quantifi- 
30 izierung biochemischer Assays verwendet werden, bei denen Enzyme z.B. folgende Modifika- 
tionsreafctionen ausfOhren kSnnen: Phosphorylierung/D^hosphorylierung, Sulfatierung/Desul- 
fatienmg,Jilethylierung/Demethylierung, Oxidationen/Reduktionen, Acetylierung/Deacetylierung, 
Amidierung/Deamidierung, Cyclisierung/Ringspaltung, Konformationsanderungen, Abspaltung 
von Aminosauren/Peptiden/Ankopplung von AminosaurenyPeptiden, Ringaufweitung/Ring- 
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verkleinenmg, Umlagerungen, Substrtutionen, Eliminierungen, Additionsreaktionen etc. Au0erdem 
kann die erfindungsgemaBe Assay-Methode bzw. das erfmdungsgemaBe Verfahren fiir den Einsatz 
im Hochdurchsatz-Screening - insbesondere im Hochdurchsatz-Screening zur Identifizierung von 
phanxiazeutischoaWirkstofifen- nutzbringend eingesetzt werden. 

Bestandteil der Erfindung ist des weiteren ein Reagentien-Kit, der Fluoreszen:&-Farbsix>ff-Molekal- 
Konjugate und andere Reagenzien enthSlt, die zur DurdifUhnmg der erfindungsgemSBen Assay- 
Methode bzw. des erfindungsgemaBe Verfahrens bendtigt werden. 

Beschreibnng der Fignren: 

Fig. 1: Logarithniierte zeitliche FluoreszenzabMingkurve von 15 nM eines Fluorescein-Peptid- 
> Ktmjugates. Gemessen auf Ultra FLT Prototyp (TECAN) mittels TCSPC. 

Fig. 2: Unterschiede in der Fluoreszen2aebenszeit eines phosphorylierten (1) und nicht- 
phosphorylierten (2) Peptides (1: H-Pl, 2: Fl-1). Measurement time 1 s. The mean and 
standard deviation of 10 measurements is shown. 

Fig. 3 : Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenz-Lebensdauer (FLT in ps) ist gegen die Reaktionszeit 
5 (time in s) aufgetragen. Wahrend der Reakdon der PhosphodiestCTase PDElb mit 

Fluorescein-cAMP 

iFluorescetn-cAMP(T^) ^^^^^ > Fluorescein - AMPir^^)) 

andert sich die Fluoreszenz-Lebensdauer innerhalb von 100 Minuten von ca. 3500 ps auf 
ca. 3350 ps. Diese Anderung zeigt direkt die Umwandlung von Fl-cAMP in Fl-AMP an. 
0 Durch steigende Konzentrationen an BAY 383045 (grOne Dreiecke: 20 nM, rote 

Quadrate:10 jiM, violette Kreuze: 5 jiM, braune Kreise: 2.5 fxM, rosa Quadrate: 1.25 jiM, 
blaue Rauten: 0.7 nM, griine Pluszeichen: 0.35 (iM, dunkelblaue Minuszeichen: 0.17 jiM, 
hellblaue Minuszeichen: 0.08 jiM) wird die Enzymreaktion zunehmend gehemmt 

Fig. 4: Die Fluoreszenz-Lebensdauer-Unterschiede zwischen der phosphorylierten und nicht- 
phosphorylierten Form eines Fluarescein-KeiDptid-P€5)tide-K<mju^tes sind bei erschie- 
denen pH-Werten bzw. 200 mM NaCl aufgetragen (1: pH 13, 2: pH 9.5, 3: pH 8, 4: pH 7, 
5: pH 200 mM NaCl, 7: pH 6. 

Fig. 5: For ein potentielles Edukt ( FJ23, schraffiert) und dessen Produkt (FJ24, schwaiz) der 
Umselzung nrit dem TAFEEnzym sind^e^FTuoreszenz-Lebensdauem unter verschiedenen 
Bedingungen (1: Wasser, 2: pH 6, 3: pH 7, 4: pH 8, 5: pH 9.5, 6: OOmM NaCl, 7: 2 M 
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NaCl) gemessen worden. Die Fluoreszenz-Lebensdauem sind praktisch xmabhangig von 
den imtersuchten Bedingimgen. Aber die Fluoreszenz-Lebensdauem von FJ23 (552 ps) 
und FJ23 (2194 ps) unterscheiden sich sehr deutlich. 
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Beispiele; 

1. Unterschiede in der Fluoreszenzlebeiiszeit eines phosphoryUerten imd nicht-phos- 
phoryUerten Peptides (Fl^ri vs. FLl) 

Material: 

5 Fl-Pl : Fluorescein-C6-TEGQYpQPQP-COOH, Eurogentec, phosphoryliert 
Fl-1: Fluorescein-C6-TEGQYQPQP-CCX)H, Eurogentec, nichtphosphoryliert 
Durchfiihrung: 

Es soUte untersucht werden, ob sich die FIuoreszenz-Lebensdauer (FLT) der Fluorescein-Peptid- 
Konjugate Fl-Pl und Fl-1 unterscheiden. Dazu wurden je 10 nM Fl-Pl imd Fl-1 in 50 mM HEPES 
10 pH 7.5 gel5st. Die Fluoreszenzlebensdauem (FLT) wurden mittels eines Ultra FLT-Prototypen 
(Tecan) gemessen. Jewells 10 Messungen 41s wurden gemittelt. 

Ergebnis: 

Die FIuoreszenz-Lebensdauer von Fl-Pl betragt 3880 ps und die FLT von Fl-1 3600 ps. Da bei 
einer Messzeit von 1 s die Standardabweichungen mit < 25 ps sehr Wein sind, lassen sich beide 

15 MolekCile sehr gut unterscheiden (s. Fig. 2). Aus den Standardabweichungen und den mittleren 
Fluoreszenz-Lebensdauem von Fl-Pl und Fl-1 kann man fur die Leistungsfahigkeit eines 
potentiellen biologischen Tests mit durch Fl-Pl und Fl-1 aufgespannten FLT-Messfenster einen z*- 
Faktor von ca. 0.5 berechnen, was fOr eine Screening-Kampagne ausreichend ware. Der z'-Faktor 
wurde von Zhang et al. 1999 zur Bewertung der Leistungsfahigkeit von HTS-Assays emgefuhrt 

^0 (Zhang JH, Chung TDY, Oldenburg KR, J. BiomoL Screen 4, 67-73 (1999)). Die Aktivitat einer 
Kinase wie zB. p6&^, die Fl-1 phosphoiyUeren wOrde, milsste mittels FLT-Messungen sehr gut 
messbar sein. 

Viele heute verwendete Kinase-Assays sind Endpunkt-Assays, wo die Kinetik nicht kontinuierlich 
verfolgt werden kann. Viehnehr mussen verschiedene Reaktionen zu verschiedenen Zeiten ge- 
25 stoppt werden und die erhaltenen Messwerte anschlieBend zu einer Kinetik-Kurve zusammen- 
gesetzt werdeiL 

Durch die Messung von Fluoreszenz-Lebensdauem kann die Kinetik der Hiosphoryliensng ohne 
Detektions-Enzymkaskade direkt und unmittelbar verfolgt werden. Dies erleichtert msbesondore 
auch die Einstellung der Inkubationszeit fur erne Roboter-Screening-Kampagne. 
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. 2. Optimiemng des FLT-Unterschiedes zwischen Fluorescein-markiertem phos- 
phoryliertem nnd nicht phosphoryliertem Kemptid-Peptid 

Material: 

Fl-P-Kenq>tid: Fluorescein-Ce-LRRApSLGCONHz , Eurogentec, phosphoryliert 

5 Fl-Kenq>tid: Fluorescem-C6-LRRASLGCONH2 , Eurogentec, nichtphosphoiyUert 

0.1 M NaOH, 50 mM Borat-Puffer pH 9.5, 50 mM HEPES-Puffer pH 8.0, 50 mM HEPES-Puf&r 
pH 7.0, 50 mM MES-PufiEer pH 6.0, 200 noM NaQ Oow) 

DurchfOhrung: 

Bin FLT-Assay ist umso besser, je grSBer die Unterschiede der Fluoreszenz-Lebenszeiten von 
10 Edukt und Produkt sind. Nicht in jedem Fall wird man auf Anhieb eine optimal grofie FLT- 
Differenz messen. Andererseits soUte es mSgUch sein die zunachst erhaltene FLT-Dififerenz zu 
vergroBem, z.B. durch Auswahl mid Kombination verschiedener Parameter wie z.B. Fluoreszenz- 
ferbstoff, Spacer-Molekiil zwischen Farbstoff mid Substratmolekul, oder Polaritat, pH, lonenstarke 
des Losmigsmittel oder andere Additive. In diesem Beispiel wird aufgezeigt, wie durch ErhShmig 
15 des pH-Wertes eine signifikante VergroBerung des FLT-Unterschiedes zwischen einer phosphory- 
lierten und einer nicht-phosphorylierten Variante eines Huorescein-Kemptid-Peptid-Konjugates 
(Fl-P-Kemptid, Fl-Kemptid) erreicht wurde. Jeweils 50 nM H-P-Kemptid und Fl-Kemptid wurden 
in den imter Material beschriebenen LSsmigen gelost und deren FLT's mittels eines modifizierten 
Nanoscan-Gerates aOM GmbH, Berlin), das die Signale auf einen Transientenrekorder iibertrug, 
20 gemessen. Fur jeden Messpunkt wurden 16 Abklingkurven gemittelt. Der abfaUende Teil der 
logarilhmierten Kurve wurde mittels linearer Regression ausgewertet und die negative Steigung m 
die FLT umgerecfanet. 

Ergebnis: 

In Fig. 4 sind die Differenzen der FLT's von H-P-Kemptid und Fl-Kenqptid bei verschiedenen 
25 Bedingungen angegeben. fii diesem FaU ergibt sidi, dass die Differenzienmg dsr phosphoryUerten 
omdjoiishlphosphatylierten Form von Kemptide mittels FLT besser wird, wemi sich der pH von 6.0 
auf 9.5 eihfflhfL Das errielte Ergebnis zusammen mit dem Befimd des 1. Beispiels legt nahe, dass 
durch- die Auswahl <ter richtigen Ruoreszenz&rbstoffe, Spacer und LSsmigsmitteleigenschaften 
bzw. Additive fOr sdir viele, wenn nicht fest alle Paare von phosphoryUerten und nicht-phos- 
30 phoiylierten Peptid-Substraten fUr Phosphatasen bzw. Kinasen Bedingui^en geflmdenr werden 
kOnnen, die zu einem fUr das Screening ausreichend groBen Unterschied zwischen den 
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Fluoreszenz-Lebenszeiten zwischen Edukten und Produkten fuhren. Somit lassen sich fUr die 
genaimten Enzymklassen generische Assays aufbauen, die denkbar einfach zu entwickeln sind. 
Wenn die richtigen Reaktionsbedingungen fiir die Enzyme abgeklSrt wurden, bedarf die Reaktion 
nur noch der Mischung von En2yin und Substrat. Die folgende Kinetik kann unmittelbar \md direkt 
verfolgt werden. Dadurch lassen sich Inkubationszeiten an HTS-Roboter-Anlagen einfach 
einstellen. Au^rund der robusten MessgrSBe Fluoreszenzlebenszeit wirken sich leichte 
Schwankungen von Volumen und Substrat-Kcnzentration nur geringfiigig auf das Messergebnis 
aus. Darttber hmaus gilt genereU, dass solch ein Assay mit wenig Pipettierschritten deutUch 
robuster, als andere Standard-Assays mit zusStzlichen Pipettierschritten, wie sie z.T. durch Detek- 
> tions-Enzymkaskaden erforderlich werden. 

3. PDE-Reaktion 

Material: 

Fl-cAMP: 8-Fluo-cAMP, BIOLOG Life Science Institute 
PDElb: Phosphodiesterase lb O^abor Dr. A. Tersteegen, Bayer AG) 
5 BAY 383045: Bayer AG 
DuTchfiihrung: 

Phosphodiesterasen stellen wie die zuvor behandelten Phosphatasen und Kinasen eine sehr be- 
deutsame Klasse von Targets u.a. in dea Indikationsgebieten Herzr-Kreislauf, Metabolische 
Krankheiten, Zentrales Nervensystem, Krebs und Respiratorische Kiaricheiten dar. Daher ist es 
0 von hohem Interesse, ein generisches Assay-Format zu haben, das die Umwandlung von cAMP 
bzw. cGMP in die jeweiligen Monophosphate messen kann. tJblicherweise werden Detekdons- 
Enzymkaskaden verwendet In diesem iseispiel wird gezeigt, das es mSglich ist, die Phospho- 
diesterase-Reaktion direkt zu messen. Im Experiment wurden zunachst 1 nM Fl-cAMP und eine 
1:360-Verdiinnung von PDElb in Gegenwart verschiedener Konzentrationen des Inhibitors BAY 
25 383045 geimscht. Die Kinetik der Enzymreaktian wurde mittels eines Ultra FLT-Prototypen 
(Tecan) bei Raximteniperatur gemessen. 

Eigebnis: 

Die FLT von Fl-cAMP Sndert sich - ohne Inhibitor - im Laufe der Reaktion zu Fl-AMP innerhalb 
von 100 Minuten von ca. 3i5.00 .ps.auf ca. 3350 ps. Steigende Konzentrationen von BAY 383045 
30 hemmen die Ensymreaktion zunehmend (s. Fig. 3). Durch die deutliche Konzentrationsab- 
hSngi^eit der Hemmung der Phosphodiesterase-Reaktion wurde gezeigt, dass die Anderung der 
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Fluoreszenzlebensdauer des Fl-cAMP eindeutig mit der Enzymaktivitat zusammenhangL Dadurch 
ist der Nachweis erbracht, dass mit dieser Methode prinzipiell nach Substanzen gesixcht 
(gescreent) werden kann, die Phosphodiesterasen hemmen. Das Messprinzip soUte abrar auch auf 
Kinase- und Phosphatase- und andere Eir^-Assays erweiterbar sein, weim bei der enzymatischen 

> Modifikation des Substrates eine messbare FLT-Anderung auftritt. Wie bei den zuvor diskutierten 
Phosphatase- und Kinase-Assays soUte ein Phosphodiesterase-Assay mit direkter FLT-Detektion 
der Substratmodifikation aufgnmd des stSrunanfalligen Messsignals und wenigen 
Pipettierschritten sehr robust sein. Man konnte mit der beschriebenen Assay-Methode aus- 
scUieBen, dass Substanzen mit Detektions-Enzyme interferieren. FQr die beschriebene Assay- 

) Me&ode auf Basis von Fluoreszenz-Lebensdauer-Messungen gilt genereU: Die Inkubationszeiten 
von Phosphodiestaase-, Kinase- und Phosphatase-Assays wie auch anderen En2ym-Assays lassen 
sich durch die direkte und unmittelbaie Messung der Enzymkinetik in einem Experiment sehr 
leicht und genau ffir eine Roboter-Hochdurchsatz-SCTeening-Kampagne einstellen. 

4. Unterschied in der Fluoreszenz-Lebenszeit zwischen Edukt und Produkt der TAFI- 
5 Enzymreaktion: 

Material: FJ23: Evoblue30-Ttds(Spacer)-IFTR-COOH, Jerini Peptide Technologies 

FJ24: Evoblue30-Ttds(Spacer)-IFT-COOH, Jerini Peptide Technologies 
DurchfUhrung: 

Beim Enzym Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFl) handelt es sich um eine 
!0 Carboxypeptidase, die in der Thrombose eine wichtige Rolle spielt TAH spaltet von der Peptid- 
Sequenz IFTR das Arginin ab. Diese Reaktion kann entweder durch Massenspektroskopische oder 
chromatographische Methoden nachgewiesen werden. Beide Methoden sind nicht taugUch fOr die 
Hochdurchsalz-Substanz-Testung. Altemativ kSnnen mehr oder weniger komplexe Bazym- 
kaskaden oder chemische Reaktionen verwendet werden, die ein messbares Absorptions-, 
25 Fluoreszenz- oder Liraiineszenzsignal generieren. Bisher ist teine Methode beschrieben, niit der 
die TAFI-Reaktion diiekt gemessen werden kann und die gleichzeitig fflr einen hSheren Durchsatz 
geeignet ist. Daher wurden die Fluoreszenz-Lebensdauem der Konjugatc FJ23 und FJ24 gemessen, 
die-beide-eiBeBrbei-630 nm anregbaren Fluoreszenzferbstofftragen CEvoblue30, Mobitec) und sich 
nur darin unterscheiden, dass im FJ24-Konjugat das C-temrinale Arginin fehlt. FJ23 stellt ein 
30 potentieUesEdukt flir die TAH-Reaktion dar,-v7ahrBnd-FJ24-das-eirtspre<*eBde-Re^sa-Produkt 
wareJDde-Kflnjugate FI23 und FJ24 wurden in einer Konzentration von 60 nM in verschiedenen 
Puffem mit pH-Werten 6, 7, 8 und 9.5, sowie in Gegenwart von 200 mM und 2 M NaCl gelost. 
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Ergebms: 

Unabhangig vom pH-Wert und der NaCl-Konzentration betragt die Fluoreszenzlebeiisdauer von 
FJ23 (552±45) ps und die von FJ24 (2194±18) ps (s. Fig, 5) . Daraus ISsst sich ein exzellenter z'- 
Faktor von 0.89 berechnen, der einen sehr leistungsfShigen Assay erwarten lasst. Es wurde wie 
auch schon in den vorgehenden Beispielen fUr Kinasen, Phosphatasen und Phosphodiesterasen 
gezeigt, dass sich Fluoreszente Konjugate von Edukten und Produkten synthetisieren lassen, die - 
in Falle von TAFI - einen sehr groBen Unterschied in der Fluoreszenz-Lebensdauer besitzen. 
Diese groBe Fluoreszenz-Lebensdauer-Differenz erlaubt den Aufbau eines Assay mit groBer 
Signal-Stabilitat und sehr guter Unterscheidung zwischen unterschiedlich stark hemmenden 
Substanzen. Daniber hinaus wurde in diesem Beispiel eine L6sung ffir das TAFI-spezifische 
Problem aufgezeigt, dass bisher fiir TAFI keine fur hohen Durchsatz geeignete Methoden 
beschrieben sind, die eine direkte Messung der Enzymreaktion ohne sekundSre Nachweis- 
reaktionen erlauben. 
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Pateatanspriiche 

1. Verfahren zur homogenen, direkten quantitativen Messung von MolekCil-Modifikationeii 
dadurch gekennzeichnet, dass das MolekQl einen Fluoreszenz-Farbstoff trSgt und dass die 
Fluoreszenz-Lebensdauer des MolekUls sich von der Fluoreszenz-Lebensdauer des 
modifizierten MolekOls unterscheidet 

2. Verfehren nach Anspruch 1, wobei es sich bei dem MolekQl um ein organisches, 
insbesondere um ein Peptid oder Peptido-Mimetikum, oder anorganisches MolekQl 
handelt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 bis 2, wobei der Fluoreszenzfarbstoff z.B. ein Coumarin-, ein 
Fluorescein-, ein Rhodamin-, ein Oxazin-, ein Cyanin-Farbstoff sein kann. 

4. Verfehren nach Anspruch 1 bis 3, wobei der Fluoreszenz-FarbstoflE" kovalent oder nicht- 
kovalent an das MolekQl angekoppelt ist. Zwischen dem Fluoreszenz-Farbstoff und dem 
MolekQl Icflnn sich ein Spacer-MolekQl befinden. 

5. Verfehreai nach Anspruch 1 bis 4 zur Quantifizierung biochemischra- Assays. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, bei denen Enzyme folgeade Modifikationsreaktionen aus- 
fOhren k6nnen: Phosphorylierung/DephosphoryUerung, Sulfatierung/Desulfatierung, 
MethyUerung/Demethylierung, Oxidationen/Reduktionen, Acetylierung/Deacetylienmg, 
Amidierun^Deamidierung, Cyclisierung/Ringspaltung, Konformationsanderungen, 
Abspaltung von AminosSureii/Peptiden/Ankopplung von Aminosauren/Peptiden, Ringauf- 
weitung/Ringverkleinerung, Umlagerungen, Substitutionen, Elinainierungen, Additions- 
leaktionen. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, fur den Einsatz im Hochdurchsatz-Screening. 

8. Sn Reagcntien-Kit, der Fluoreszenz-Farbstoff-MolekQl-Konjugate und andere Reagenzien 
enthalt, die zur DurchfOhrung der Assay-Metiiode nach Anspruch I bis 6 benStigt werden. 
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Direkte Beobachtung molekularer Verandeningen in biologischen Testsv stemen mittels 
Messungen der Fluoreszenz-Lebensdaner 

Zusammenfassung 



Bei der Erfindung handelt es sich um eine Methode zaun direkten Nachweis der VerSnderung eines 
Molekiils, das einen Fluoreszenz-Farbstoff tragt, mittels Messung der Fluoreszenz-Lebenszeit 



RWr 03 1 002-DEOl 



-1/3- 

Fig. 1: 

10000 -1 




0 10000 20000 30000 

time / ps 

Fig.2: 



• III 



,^Iii 



BHC 03 1 0Q2-DE01 



-2/3 

Fig. 3: 
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